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　　　RadiQimmunoassay（RIA）for　the　determination　of　plasma　secreti皿was　investigated　fundamenta11y
and　was　clinic．ally　applied　for　the　examination　of　secretin　release　in　response　to　an　intraduodenal　acid
infusion．
　　　The　secretin　RIA　was五nally　established　by　use　of　anti－porc．ine　secretin　rabbit　selum，12511abelled
6－tyrosyl　secretin　as　a　tracer　hormone，　and　Squibb’s　synthetic　secretin　as　the　standard　hormone．　We
devised　a　way　to　the　incubation　of　a　two　step　method　namely，　preincubation　and　postincubation　method，
段nd　to　a　single　antibody　method　by　means　of　polyethyleneglyco1．　The　measurable　Iowest　limi記of　this
RIA　was　100　pg／ml　of　secretin．
　　　In　clinical　investigat．ions，　bas．al　plasma　immunoreactive　secretin　Ievels　before　intraduodenal　acidi丘ca－
tion　i．n　130ut　of　15　control　patients　were　less　than　the　measurable　limit　and　the　mean　was　109　pg／ml
when　the　value　less　than　loo　P9／mZ　was　used　for　tentative　calcu！ations　as　100　P9／m乙　However，　the　mean
values　calculated　as　before　showed　increases　after　intraduodenal　acidification　to　243．5　pg／mJ　at　5　minutes，
397．7pg／mZ　after　10　minutes　indicating　the　maximum，217．3　pg／mZ　at　20　minutes，　and　126．7　pg／mZ　at　30
mlnutes．
　　　In　patients　with　chronic　pancreatitis，　the　seαetin　level　pr玉Qr　to　acidi丘cation　shGwed　moτe　than　100
P9／lnZ　in　40ut　of　5　cases　with　a　mean　of　180　P9／mZ，　while　the．secretin　releasing　responses　to　the　acidi－
fication　were　remarkably　lower　than　the　contro1，　and　the　responses　were　als．o　impaired　in　case　of　diabetes
mellitus　showing　intermediate　levels　between　chronic　pancreatitis　and　the　contro1．
　　　On　the　o．ther　hand，　the　responses　of　secretin　release　to　duodenal　acidification　in　patients　with　duo－
denal　ulcer　wereユower　and　the　delay　of　appearance　of　the　peak　was　noted．　It　was　suggested　fro皿the
above　descrived　results　that　the　secreti皿release　was　also　impaired　in　duodenal　ulcer　in　spite　of　the
hypersecretion　of　gastric　acid．　　　　　　　　　　（Received　June　6，1977　and　accepted　August　22，1977）
1・Secretin　radio．immunoassayの基礎的検討
　近年radioimmunoassay（以下RIA）が普及し，消化管
ホルモン領域においてはgastrinの測定がすでに臨床的に
応用されている．が，向膵ホルモンとして重要なSecretin
（以下Sec）のRIAは，1968年Youngら1）が初めてこれ
を報告したがその追試成績は必ずしも信頼性を確認される
ことなく，1973年に至りBodenら2），　Buchananら3），
Bloomら4），　H．010hanら5）によってそれぞれのRIA法が
報告されその後も2，3の研究をみている．しかしなお血
中Secの測定．法．を確立して臨床応用を試みる研究は極め
て少ない．Se．cのRIAが困難な最大の理由は，そのpoly－
peptide組成にtyrosine基を有しないた．めにヨード標識
がむずかしく，かつSecそのものが極めて不安定であるこ
とに起因する．われわれの研究室でも数年来SecのRIA
について研究を行って来たが，種々工夫を重’ねてその測定
が可能となったのでその基礎的検討成績をとりまとめ，か
っこれを応用して各種疾患の血中Secの動態面について
研究を進めて来たのでその知見を報告する．
実験方法
　　1．抗Secreロn（Sec）血清：天然の高純度ブタSecを
抗原とし，家兎を免疫して得られたエーザイ研究所橘真郎
博士の作製に成る抗血清の供与を受け，RIA法の確立に
ついて下記の実験を展開した．抗血清．の作製にはBucha－
nanら6）の方法が踏襲された．すなわち高純度ブタSec
100μgをTween　20水溶液0．5　mZに溶解した後，微細炭末
statex　B1220　mgに吸着させ，これをFreund’s　adjuvant
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44 稲辺・大原　　Secretinのrad童oimmunoassay率Ll幌医言占　1978
0．5mZと混和して初回は家兎の脾臓，リンパ節および足瞭
に注射し，以後2～3週ごとに筋注をくり返して得られた
ものである．
　2．Secの標識；標識用Secとしては6－tyrQsyl－secre－
tin（Schwarz－Mann　Co．），前述した抗原用の天然ブタSec
（エーザイ研究所），およびtyrosylated　Sec（静岡薬大，矢
内原教室より提供を受く）を使用してそれぞれの標識性を
比較した．標識は1251－Naによるchloramin　T法7）を用
いた．すなわち，2μgずつ凍結乾燥し一80。Cに小分けし
て保存した上述のSecを，そのつど0．5Mphosphate　buf－
fer（pH　7．5）20μZに溶解してこれにcarrier　free　1251－Na
（Amersham　Nuclear　Co．）1mCiを同bufEer　50μZで稀
釈したものを加え，さらにchloramin　T　50μ9（同bu任er
20μ♂に溶解）を加え，6－tyrosyl－secretinの場合には30秒
間，その他のSec標本の場合には1～2分間氷水中にて振
盤撹搾しつつ反応させ，反応終了後直ちに190μgのSod．
metabisul丘te（0．05　M　phosphate　bu施r　100μに溶解）
を加えて反応を停止し，さらに1％KI（同bu晩r　200μ♂）
を加えて反応が停止したことを確認した．
　3．標識Secの精製：あらかじめ稀酷酸溶液（pH　4．0）
中で一昼夜膨化安定したSephadex　G－25を内径1．O　cm，
長さ20．O　cmのカラムにつめ，標識Sec溶液を加えてゲル
濾過を行い，ポリエチレンチューブにα5謡ずつ分画採
取した．Well型autolnaticγcounter（LKB　Wallac
80，000）によって各分画の放射活性を測定することにより，
void　vo工umeの直後に溶出してくる1251－Sec溶出分画の
peakをとり，これにΩuso粉末（super丘ne　silica　pow－
der）10　mgを加え，　Rosselinら8）の方法に準じてtrasylQ1
加人血漿1．O　m♂を加えて約5分間撹拝後3，000　rpm　10分
闇遠沈して上清をすて，さらに蒸留水1．OmZで洗浄後遠
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　　　　　　　ユ　う　　orlglnally　　l－iodinated　secretin
　　Gel　filtration　by　Sephadex　G－25
　　add　Quso　powder　to1251－secretin　eluate
　　add　pooled　human　plasma
　　centrifuge　for　5　minutes
　　decant　the　supernatant
　　washing　with　dist川ed　water
　　decant　the　supernatant
　　elution　with　O，7－N　HCI　ethanoi　solution
　　stored　at　－200C
Fig．1　Purification　of　1251－1abeled　secretin．
沈して再度上清をすてdamaged－Secを除去した．最後に
Ωuso　powderに吸着している1251－Secを0．7　N塩酸エタ
ノール1．O　mZで抽出した．抽出1251－Secはα7　N塩酸エ
タノール溶液のまま一20DCに保存し，2週間以内に実験
に供した．これらの手順をFig．1に図示した．なおこれ
らの全操作を通じて試験管にはポリエチレンチューブを使
用し，さらに管壁に1251－Secが吸着されるのを防ぐために
0．5％牛アルブミン加0．05Mphosphate　bu晩rで管壁を
おおった．
　4・標識Secの純度測定：Rosselinら8）の方法に準
じ，Whatm n　3　MM濾紙を用いてveronal　b雌er（pH
8・6，μ＝0・075）により濾紙クロマト電気泳動を行った．泳
動はtrasylol加人血漿100μ♂と同量の標識1四一Secを濾
紙にapplyし，0．4～0．5　mA／cm，5～8vol／c皿で約2時
間低温下で泳動を行った．泳動後直ちに濾紙を温風乾燥し
て0．5cm幅に切り，原点からの易動度に従って標識Sec，
damaged　Sec，遊離1251それぞれをcountしてその放射
活性の比率から標識Secの純度を測定した．
　5．SecのRIA：標準Secとしては合成Sec（Squibb
CQ．）を使用した．この場合も合成Secは2μgずつ小分け
して凍結乾燥し，一80。Cに保存したものを使用直前に
0．1N塩酸に溶解し，さらにこれを0．5％牛i血清albumin
（BsA）加02　M　glycine　buffeエ（pH　8．8）で800　P9／mzか
ら12．5pg／mZまでに倍数稀釈した標準溶液を作製した．
Secを含まないblankとしては上記BSA加glycine
bu旋r みを用いた．また1251標識Secおよび抗Sec．1白1
清の稀釈にはすべてBSA　glycine　bu脆rを用いた．　Sec
RIAには標準Secまたは被検血漿0．2　m♂，　trasylol　O．1　m♂
（ ，000U），抗Sec血清（1二6，000）0．1　m4および0．5％BSA
加glycine　buffer　O．3　mZを加えてよく混和し，40Cで2
Standard　Sec：Synthetic　Sec（Squibb　Co．）0．2mi
or　unknown　sampIe
Trasylol：1000U10，　lml
↓
　　　　　　　0．1ml
↓
Rabbit－anti－porcine　Sec　serum＝　1：6000
　　　　　　　　　　　　　　↓
0．5％BSA　Giycine　buffer（PH　8，8｝
125　　　　　　　　　　40C　2　days　l　nc．
　1－labeled　6－Tyrosyl　Sec　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　4σCldayinc．
γ一G【obulin＝2mglml　　　　　↓
25％一P．E．　G． ↓
　　　　　　Count　（B／T）
Fig．2　Procedure　for　secretin　RIA．
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日間温浴後1251標識6－tyrosyl－Sec　O．1　mZを加え，さらに
4℃24時間温浴した．遊離（F）および結合型ホルモン（B）
の分離にはDesbuquoisら9）のpolyethyleneglyco1（PEG）
法を応用し，上述のごとく温浴後に0．2％ヒトr－globulin
溶液0．2m♂を加え，さらに25％PEG　1．O　mZを加えて振
盈混和し，3，000rpm30分間4℃で遠沈を行ってその放射
活性（T）を測定し，次いでその上清を吸引後沈渣の放射活
性（B）を測定して結合％をB／Tで表わした．これらの操
作をFig．2に示した．
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実験成績
　1．標識Secの純度測定＝6－tyrosyl－Sec（Schwarz－
Manh　Co．）を用い，実験方法で述べた順序に従いchlora－
min　T法による1251標識試料，　Sephadex　G－25カラムに
よる精製，およびΩuso　powderによる吸着純化を行っ
た．それぞれの時点で標識Secの純度を濾紙クロマト電
気泳動によって検討した．1251標識Sec　lよ濾紙原点附近に
とどまり，damaged　Secおよびfree　1251－Naは添加した
1丘L漿に吸着されて陽極側に易動ずる．Fig．3に示すごとく
1251－Naによる標識直後の純度は27．3％で，　daエnaged　Sec
は23％を占め，free　1251－Naは49．7％を占めるが，これ
をSephadex　G－25カラムにかけて1251－Secの溶出peak
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Fig。4　Comparison　of　purities　in　various　kinds
　　　　of　125工一labeled　secretin　samples．
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Fig．3　　1dentification　of　the　purity　of
　　　　1251－labeled　secretin，
を使用すると，damaged　Secおよびfree　125工一Naはその
大部分が除かれてユ251－Secは全放射活性の84．9％を示す．
さらにΩuso　powder吸着によってdamaged　Secを除
くと1251－Secの純度は90．5％セこ上昇し，純化度としては
満足すべき結果を得ることが出来た．
　2．種々のSec標本による標識Secの比較：標識に用
いるSecを選定するため，高純度ブタSec（エーザイ研
究所），tyrosylated－Sec（矢内原），および6－tyrosyl－Sec
（Schwarz－Mann　Co．）のそれぞれ2μgをとり，上述のご
とくchloramin　T法によるエ251標識を行ってそれぞれを
Sephadex　G－25カラムおよびΩuso吸着純化を行い，濾
紙クロマト電気泳動法でそれらの純度を吟味した．Fig．4
に示すごとく，純化製品の1251－Secの純度は高純度ブタ
Sec　59．2％，　tyrosylated－Sec　67名％，および6－tyrosy1－Sec
90．8％で，6－tyrosyl－Secが最も高い．したがってその後
の標識には6－tyrosyl－Secを用いたが1251標識6－tyrosy！－
Secの比放射能は200　mCi／mgであった．
　3．Preincubation　timeの検討＝　Standard－Sec
（Squibb　Co．合成Sec）の上記稀釈倍数溶液およびblank
それぞれ0．2mZに，　trasylo10．1　mJ（1，000　U），抗Sec血
清（1：9，000）0．1m♂，および0．5％BSA　glycine　bu任er
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（pH　8．8）0．3　m♂を加え，これを2群に分けて1群はpre－
incubation　4℃3日間，他の群は4℃2日間温浴を行い，
preincubation後は両群とも型のごとく1251－6－tyrosyl－Sec
O．1m♂を加えて4℃で1日温浴後1抗体法（PEG）で標準
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Rg．5　Comparison　of　preincubation　time．
曲線を作製し，preincubation　3日と2日といずれが標準
曲線f乍年上良好な結果を示すかについて比較した．Fig，5
にその成績を示したが，incubation　3日の方がわずかに
感度は高いがBo％（blankのbound％）および各Sec濃
度のB％はincubation　2日よりも低く，incubation　3日
の間にSecの分解がより多く起こっていることが示され
た．この結果からpreincubation　timeは2日間とした．
　4．抗原・抗体比の検討：1251－6－tyrosyl－Secと抗Sec
抗体との適比を検討するため，1251－Sec量を一定として
Sec抗血清の稀釈を3，000～9，000×とし，それぞれについ
て標準曲線をf乍製してその比較を行った．Fig．6にその成
績を示した．3，000×稀釈抗Sec血清を用いた場合には
Bo％は高いが微量：のSec領域の感度が悪く，6，000×と
9，000×の場合の感度はほぼ1司じであるが，9，000×での
BITが低く読みの誤差が大きくなる．6，000×の場合には
Bo％が26．8％で，微量のSec領域の感度も最：も高い・こ
の成績からSec　RIAにはtracerとして1251－Secを約
5，000cpln／0．1　m♂，抗血清は6，000×稀釈0．1　m♂を用いる
ことにした．
　5．抗Sec血清の検討：抗Sec血清がSecのみに対
する抗体であるかどうかの特異性を検討するため，Secと
構造上の類似性からSec－familyとして知られているglu－
cagon，　VIP，およびGIPをはじめ，　gastrin，　lnotilin等
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Fig．61nvestigation　of　antigen－antibody　ratios．
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Fig．7　Cross　reaction　of　antレsecretin　serum　with
　　　　91ucagon，　VIP，　GIP，　gastrin　and　motilin．
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との交叉反応を調べた．結晶glucagon（Eli　Lilly　Co。），
合成VIP（静岡薬大，矢内原教室合成），合成GIP（京都大
学薬学，矢島教室合成），合成ヒトgastrin（ICI　Lab．）およ
び合成motilin（矢内原教室合成）のおのおの50pg，100　pg，
200pg，400　pg，800　pg，1，600　pg／mZ溶液を作製し，標準
Sec溶液の代りにこれらを用いて抗Sec血清との間の交
叉反応の有無を調べたが，Fig．7に示すごとくこれらのホ
ルモンと抗Sec血清との間には交叉反応を認めなかった．
　6．二抗体法と一抗体法の比較＝RIAにおいてbound
Secとfree　Secとを分離する方法として，従来第二抗体を
用いる二抗体法とdextran　coated　charcoalやpolyethy－
leneglyco1（PEG）等を用いる一抗体法とがある．本実験
では一抗体法のうちDesbuquoisら9）の報告したPEG
法を選び二抗体法と比較した．Table　1に示すごとく両老
のBIT値には本質的な差はなかったので，時間の短縮と
経済的な面から以後はPEGによる一抗体法を用いること
にした、
　7．Sec測定の標準曲線：これまでの実験成績を勘案
して抗Sec血清は6，000×稀釈，　preincubationには4。C
2日間，tracer　Secには6－tyrosyl－Secの1251標識を使用
し，BIFの分離にはPEG法による一抗体法を用い，　Fig．2
のごとき方法を確立してSecのRIAを行った．　Fig．8は
この方法を用いて作製したSecの標準曲線である．図の
ごとく標準Secの用量に比例して競合がみられ，　Sec濃
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　　　　　　SeCretin　CO Cen｛ratiOn
　　　Fig．8　　Secretin　standard　curve．
度0から1，600pg／m♂までの間を半対数図表にとると直線
関係がみられる．最低測定感度は100pg／m♂である．
総括ならびに考案
　Youngら1）（1968）によって初めて報告されたSecの
RIA法の問題点として，まずSecの1251標識をpH　8．8で
行うことが強調されているが，Bersonら10）の追試ではそ
の点で成功をみなかった．また血中Sec値を数10　ng／mZ
と記載しているが，これはこんにちの測定値と比較すると
100倍にも及ぶ高値であってその結果は信びょう性に乏し
い・その後の研究報告は先述のごとくであるが，代表的な
Bloomら4＞の発表にも詳しい方法の記載を欠き，その実際
面をやや詳細に記載した報告にはBodenら2）による報告
があるのみである．
　著者らは本邦におけるSec測定法の協力研究企画にあ
たり，前記のごとき諸研究機関から抗血清，抗原の提供を
うけて本測定法の確立を図ったものであるが，以下Sec
RIAの方法論について若干の考察を行いたい．
抗Sec血清について
　Sec　RIAが成功をみなかった理由の1つはSec抗体作
製の困難性にあった．本研究はエーザイ研究所橘博士が
Buchananら6）の方法に準じて作製した抗ブタSec家兎
血清（B2およびC6）の供与をうけて使用した．　RIAに用
いる抗血清の良否は，他の類似ホルモンとの交叉反応性い
かんが最も大きい条件とされるが，本抗血清を検定した成
績ではSecと構造の類似しているglucagon，　VIP，　GIP
をはじめgastrin，　motilinなどとの間に交叉反応を認めな
かった．したがって本抗血清を使用したRIA測定系はSec
そのものを測定していると云ってほぼ間違いあるまい．
　しかし抗原・抗体化の検討成績では，抗原1251－Sec約
5，000cpm／0．1　m♂に対して6，000×稀釈抗血清（最終稀釈
倍数48，000×）を必要とした．この事実はBQdenら2）の
最終稀釈75，000～100，000×，Bloomらの80，000×と比較
するとその抗体価の点でやや低いと云わざるを得ない，
高い感度のassay　systemを得るためには，当然抗原・抗
体反応を起こす上に高純度の標識抗原と，力価の高い特異
抗血清を得ることが最も重要な条件である．この点抗Sec
血清の力価がやや弱いために最：低感度は100pg／mZにとど
まった．
1251標識S㏄について
　上述のごとくRIAには比放射能の高い高純度の標識ホ
ルモンを得ることが最も大切である．SecのRIAにおい
て，Bloomら4）はtracerとして1－tyrosy1－Secを，　Boden
ら2）は合成Sec（Squibb　Co．）を用いている．著者らはは
じめ天然高純化Sec（エーザイ研究所）を用いて標識を試
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みたが，合成Secも天然Secもtyrosine基を有しない点
でRIA法の方法的困難さがある．　Bodenら2）は標識時間
を延長することによってhistidineのimidazol環に1251
のincorporationが起こるとしているが，今回種々のpH
環境，chloraminT量，および反応時間の変平等により
十数回にわたる標識の試みをくり返したが，標識時間の
延長に伴いdamageの生成が大きくなるのみでついに成
功をみなかった．またchloramin　T法よりも温和な標識
法と云われる1actoperoxidase標識法も試みたが，この場
合は比放射能が低くて成功をみなかった．これに加え，
Secの構造とその活性を検討しながら合成の研究を続けた
矢内原教室のhistidineの前にtyrosineを挿入したtyro－
sア1a亡ed　Secと，アミノ酸構成6番目のphenylala双ineを
tyrosineで置換したSchwarz－Mann　Co，の6－tyrosyl－
Secを入手して1251標識の比較を行った．
　標識された天然Sec，　tyrosylated　Sec，および6－tyrosyl－
Secを比較すると，　Fig．4に示したごとくそれぞれの純度
は59．2％，67．8％および90．8％で，6－tyrosyl－Secの標識
性が最も良好であった．ここで問題となるのは6－tyrosyl－
Secの生物学的・免疫学的性状であるが，　Sec標準品とし
て用いられているSquibb　Co．の合成Secと6－tyrosyl－
Secとを比較したChey　11）の報告では，6－tyrosyl－Secは
生物学的活性の上でも抗Sec血清に対する免疫反応の上
でも十分に応用価値が認められるという．この点Boden2）
もSec　fragmentの免疫活性を検討してC－terminal　tri－
cosapeptideはほぼ完全に免疫活性を保っているのに対し
て，N－terminal　tetradecapept至deはほとんど免疫活性を
失っていると述べている、この事実はSecの免疫活性に
はC－termina1残基がより重要であることを示すもので，
6－tyrosyl－Secは構造上からも免疫原性があると考えて
よい．
　また問題になるのは抗原の安定性である．1251標識合成
Sec（Squibb　Co．）は低温保存で1ヵ月以上安定と述べら
れているが2），今回の実験で1251－6－tyrosyl－Secは低温保存
でも保存が2週間以上に及ぶとその変性のために測定結果
に影響が認められた．
標準Secについて
　RIAの標準曲線を作製するためには，生物学的活性の
明らかなSecを正確に一定量秤量し，それを正確に倍数
稀釈して標準溶液を作らなければならない．本論文では
Squibb合成Secを標準Secとして用いた．　Squibb合
成Secは4，000　clinical　units／mgの生物学的活性を有し，
他のSec標本の生物学的活性の標準として用いられるも
ので，その純度は100％と見なされている．したがって標
準Secとしては最も望ましい標本であるが，2μgずつ小
分けして低温下に保存したものを使用するため保存中にあ
る程度失活する可能性がある．この失活度についてはSec
の種類 よって異なることが報告されており12＞，たとえ
ばGIH－Secは9ヵ月の保存で約25％の失活をみるが，
Squibb合成Secは3ヵ月で約50％の失活がみられると
いう12）．この点から考えれば，もし今回用いたSec標本が
50％の失活があったと仮定すると，100pg／In♂の測定限界
は実際には50pg／mZの測走感度を有することになるわけ
で 合成抗原の安定性により測定感度が影響され，引いて
は結果に多少の差異を生ずることはまぬがれ得ない．
Trasylo1の添加について
　血中のSecはproteinaseによって分解されることが知
られている2＞．この点は構造の類似しているg1L・cagonで
も同様で，そのRIAを困難ならしめた理由の1つとされ，
この点はUngarら13）によって採血試料およびglucagon
RIA　 stemにproteinase　inhibitorであるtrasylolを
添加することによって解決された．Secの場合も同様の観
点からtrasylolの添加が報告されており2），本研究でもそ
れにならってtrasylolの添加を行い安定化に成功をみて
いる．
緩衝液の選択
　通常RIA　systemには混液のpHを安定化するために
緩衝液としてphosphate，　borateあるいはver・nal　buHer
等が用いられる．溶液のpHは7．5～9．0の範囲に規定され
るが，これはこのpH領域で最も抗原・抗体反応が起こり
易いからである．Sec　RIA　systemにおいてもBoden
ら2）はpH　8．0のborate　bufEerを用いているが，今回は
次の理由からpH8．8のglycine　buEerを選択した．第
1の理由として，Secは水溶液中では中性pH領域（pH
7～8）では不安定でpH　9の方が安定とされる14）．そのた
めにpH　8で数日間incubationを行うことは好ましくな
い．一方pH　9以上のアルカリ領域では抗原・抗体反応に
影響がみられるので，類似性のあるglucagonのRIAを
参考にしてpH　8．8のglycine　bufferを選んだ．第2に
borate　bu任erを用いると，　B／F分離のさいPEGを加え
る時にpHが大きく変化し，そのつどpHを補正しなけれ
ばならないが，glycine　bu任erではその点好都合ゆえ今回
は91ycine　bu任erを選択した．
1251－Secの純化精製について
　十分な比放射能を有する純度の高い標識Secを得るた
め，今回は6－tyrosy1－Secを用いchloramin　T法によっ
て標識を行い 2001nCi／mgの比放射能を示すSecを得
た．合成Secを用いた比放射能は，　Bodenら2）は80～150
mCi／mg，　Buchananら3）は40～75　mCi／mgと述べてい
るから，これらに比較すると十分な比放射能と云えよう．
47（1＞ 稲辺・大原　　Secretinのradioimmunoassay 49
　次にその純化精製法を文献的にみると，標識Secをtalc
吸着後セルロースカラムで純化する方法2），micr面ne
silicaに吸着してエタノール塩酸で抽出する方法5）などが
ある．筆者は予備実験においてtalc－cellulose　column
純化法を追試したが収量が少くて成功しなかった．また
micro丘ne　silica（Ωuso　powder）吸着法のみの純化法は，
回収率に問題はなかったが十分に高い純度の標識Secを
得ることが出来なかった．そこでまずSephadex　G－25に
よる精製を行ってからmicr面ne　silicaに吸着させて抽
出する併用法を行い，純度90～91％のほぼ満足すべき方
法を確立し得た．
Preincubation　timeの検討
　通常のRIAでは被検ホルモンとtracerホルモンとを
同時に抗休に加えて競合を行わせるが，被検ホルモンと抗
体とのpreincubationを行った後にtracerホルモンを
加える方法は，Ode11ら15＞によりRIA測定感度を高める
方法として報告されたものである．Bodenら2）もSecの
RIAにおいて3日間のpreincubationを行っているが，
2日間のposti且cubationと合わせると計5日間の温浴時
間となり，さらにBodenら2）はB／F分離に第2抗体を用
いているからその上に12時間の温浴が必要となる．Sec
は溶液中で不安定であるから，温難中のdamageを考慮
すれば温浴時間は出来るだけ’短い方が望ましい．この点，
今回は予備実験としてpreincubationを1日，2日および
3日の3群に分けて結合率を比較検討したところ，prein－
cubation　1日では十分な結合が得られなかったが2日間
と3日間は余り変りはなかった．そこで本実験において
preincubation　2日間と3日間の群を作って比較したとこ
ろ，2日間で十分目的が達せられることを認めたので，
preincubationは2日間とした．これによってprein－
cubati◎n　2日間，　postincubation　2日間計4日間の温浴
時間となり，PEG法では温浴を必要としないので，　Boden
ら2）の方法と比較すると温浴時問は5。5日から4日に短縮
することが出来，Secの変化という点では好都合と考えら
れた．
Polyethyleneglyco1（PEG）による結合ホルモン（B）と
遊離ホルモン（F）の分離について
　RIAにおけるBとFの分離法のうち，二抗体法は原理
的には一応基準となるものであるが，Secのごとく溶液中
で不安定なホルモン測定にはさきに述べたごとくincuba－
tionの時間という点で好ましくない．一抗体法のうち，
dextran　coated　charcoa1法などPEG以外の方法は遊離
型の放射活性を計測するものであり，PEG法は二抗体法
と同じく結合型を計測するものであるが，Secの測定にさ
いしては用いる抗血清の抗体価が必ずしも高くないから，
遊離型計測よりも結合型計測法の方が有利である．そこで
今回はDesbuquoisら9）のPEGによるBIF分離法を応
用したが，その分離成績は二抗体法とほとんど同様であっ
た．したがってこのRIA系にはincubationの短縮と，
より簡易合理的に測定を進め得る点からPEG法を採用
した．
IL　Secretin　mdioimmu皿oassayの臨床的応用
一慢性膵炎，糖尿病ならびに十二指腸潰瘍における
血中Secretinの動態
　Secretin（以下Sec）のradioi皿munoassay（以下RIA）
を応用して血中Sec測定を図った論文には，十二指腸内塩
酸注入によるSecの上昇2・4・16削18＞のほか，蛋白食3），潰瘍
治療剤であるcarbenoxolone19），あるいは絶食20）やアルコ
ール摂取21）による上昇と，喫煙22），nembuta1麻酔23），あ
るいはソマトスタチン24）による抑制などについて報告を
みるが，雪解時における血中Secの動態を報告した論文
としては，十二指腸潰瘍での塩酸によるSec分泌反応の
障害についてのBIoom一派の発表22・25・26）のみである・
　本研究の前編においてはSecのRIA法の基礎的検討を
行ったが，本編ではこれを臨床的に応用して2，3の疾患で
のSec動態に関して実験を行った．　BlOQmら22）の十二指
腸潰瘍でSec分泌機能が障害されているという報告は，十
二指腸潰瘍の病態と関連して興味ある問題を提起している
が，その後この点に関する他の報告に接しない．Secは膵
から重炭酸イオンの排出を促進するが，膵液の排出障害を
示す疾患である慢性膵炎や糖尿病で内因性Secがいかな
る動態を示すかは興味ある問題であるが，この点に関して
も全く報告を見出さない．今回はこれらの点から慢性膵
炎，糖尿病，および十二指腸潰瘍例について，十二指腸内
塩酸注入法によるSecの分泌動態について研究を行った．
実験方法
1．対　象
　a．対照：Table　1のごとく膵機能，胃分泌機能，耐糖
能の諸検査の上で異常を認めない大腸過敏症候群，不安神
経症その他計15例を病的対照群として選んだ．年齢は14
歳から60歳までで男性8例，女性7例である．
　b．慢性膵炎：膵石症4例を含む5例の慢性膵炎で，い
ずれもP－S試験の上で膵液量，amylase排出量，および
最高重炭酸濃度等3因子の著明な低下を認めた．年齢は
35歳から60歳で男性4例，女性1例である．
　c．糖尿病：諸検査の上で確定診断された糖尿病6例
で，このうち5例はインスリン治療中で他の1例も既応に
インスリン治療を行い，現在は経口糖尿病剤（グリベンク
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Table　1Co7妙αrゴ50η（ゾBIT　7窃∫050ろ孟α伽4みツ5勿9♂8
απ460訪Zθα漉ろ。凌y”Zθオ肋4
　　　　　　CompetitiOll　dose
@　　　　　　　　　　of　se⊂retinMethod 0 25 50 100 200 400 800 1，600（P9／ml｝
Single　antibody　method
couble　antibody　method
29．5
R0．5
28．5 24．7
Q8．7
23．9
Q5．5
19．3
Q2．4
16．O
P9．1
12．8
P3．1
ll．3（％》
W．1（％）
ラマイド125mg，ブホルミン300　mg併用）療法中の症例
である．年齢は28歳から63歳で男性4例，女性2例で
ある．
　d．十二指腸潰瘍＝胃X線検査および内視鏡検査で十
二指腸潰瘍を確認した7例を対象とした．このうち5例は
活動性潰瘍で，2例は搬過形成期にあるものである．年齢
は15歳から63歳で男性6例，女性1例である．
2．十二指腸内塩酸注入および採血法
　早朝空腹時にX線透視下に十二指三下行脚のほぼ中央
部までチューブを挿入し，右側臥位で1／10N塩酸50　mZ
を正確に5分間かけて注入する．
　採血は塩酸注入前および注入開始後5分目すなわち塩酸
注入終了直後，その10分目，20分目および30分目に肘静
脈よりヘパリン加注射器を用いて行った．採血試料は，
あらかじめtrasylo1（10，000単位ノm♂）を入れて氷水中に冷
Table　2　Hα∫ηzα58α編πZ80θ」5ゴπ酪即∫860π”o♂g「αψ
Plasma　secretinP9／m1（【ntraduodena1HC1i fusion
CaseAgeSex Diagnosis
Before　5min．10min．20而n． 30min．
1 R．T． 33 ♀ Irritable　co1。n　synd．ぐ100　600725 100 〈10・
2 Y．Y 39 早 ，’ 〈100　4。Q1000　， 100 ぐlo。
3 T．1． 46 ♂ ’ノ 〈100ぐ。0 150 325 〈〕oo
4 K．0， 18 ♂ 〃 〈100　200525 600 ぐ10・
5 A．A， 38 ♂ 〃 165　　2］5 115 125 150
6 s．H． 54 ♀ Vegetative　neur。sls〈10。　500 300〈100 〈100
7 Y，Y． 30 ギ 〃 〈10。〈10。 了ooぐ100 〈100
8 C．S． 52 ♂ ！’ 〈1・・〈1・・〈τ00 100 ぐ1・0
9 Y．N． 34 ♂ Angst　neurosis〈1D。〈100〈100 450 125
10K．0． 43 ♂ 〃 〈1・。〈1・。＜τ。。〈 100 1ア5
11Y．C．23 ♂ Epilepsy 175　　550 300 285 275
12．S．0．60 宇 Essentiaエ　hyperten5i。n〈100＜1001，000 100 〈10。
13Y『1．59 ♂ Asthma　bronchiale＜100　（一） 350 200 〈1・・
14H．図． 14
早
エron　deficiency　anemia〈100　　　　　　　　100 300 225 175
15T．T， 54 早 Chr。nic　pyelitisτ00　（一） 800 35D 〈100
凹ean 109．0）（243．5＞（39ア．7） （217．3） （126．7）
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却したポリエチレンチューブの中に，血1液：trasylol比が
10＝1になるように血液を入れ，15分以内に遠沈して血漿
を分離して直ちに一20。Cに保存した．
　3．胃液酸度の測定：十二指腸潰瘍群のみについて胃
液酸度の測定を行った．早朝空腹時に胃管ゾンデを挿入
し，基礎胃酸排出量（BAO）およびtetragastrin　4μg／kg
筋注後1時間の胃酸排出量（AOP）を測定した．
　4．血漿ガストリンの測定：これも十二指腸潰瘍群に
ついて十二指腸内塩酸注入前後の各血漿について，ダイナ
ボット社RIA　Kitを用いてガストリン測定を行った．
　5・血漿Secの測定＝前編で述べたSec　RIA法に従
った．標準曲線の測定感度は100pg／m♂であるから，その
平均値を論ずる場合には仮りに100pg／mZ以下のものは
一応100pg／mZとして計算し，また個々の成績については
表中にはく100pg／m♂と表現した．
実験成績
1．対照群の血漿Secについて
　Table　2およびFig．9に示すごとく，塩酸注入前血漿，
すなわち空腹時血漿Sec値は15例中13例と大部分が測
定下界以下であった．この群の平均値を求めるために便宜
上下界以下のものを100pg／mZとして計算すると，塩酸注
入上値の平均は109pg／mZとなる．
　塩酸注入後5分目では，血漿を採取し得た13例中7例
が100pg／m♂以上に上昇を示し，その平均値を前述同様に
計算すると243．5pg／m♂を示した．さらに10分目では15
例中12例にSec上昇を認めその平均は397．7　pg／m♂と最：
P工asma　seGretin　leveユ（P9／m且）
ユ，0く〕0
500
100
0．1N一｝｛Cl　50m且／5mi口。
撚
ノ
　＼
＼、＼
＼
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　　before　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　30　min。
：F圭窪．9　Time　course　changes　of　plasma　secretin　levels
　　　　before　and　after　intraduodenal　HCI　infusion
　　　　iエユ　corしtrolS．
　　　　●一●　indicates　the　mean　value
Table　3　πα5ηzα58‘7”8彦初伽εZ5∫ノz　oゐ「o痂6ραη‘7刈8碗ガ’ゴ3
Case Age　Sex p［asma　secretin　pg〆mi（Intraduodenal　HCI　infusion｝
Before　　　5min　　　10min　　　20min　　　30min
lM．K．
QN．　K．
R丁．M．
SS．T．
TK．　H．
60♂
R5早
S2♂
V0♂
U0♂
Chr．　relapsing
@　　　　　　pancreatitis
oancreatitis　associated
@　　with　Calcification
@　　　　　　ウ
@　　　　　　う
@　　　　　　ク
　　200　　　　　　225　　　　　　　　275　　　　　　　　　250　　　　　　　　150
@　150　　　　　　225　　　　　　　240　　　　　　　　　365　　　　　　　175
q100〈100〈100＜100　150
P50　（一｝〈100　〈100　　125
R00　（一｝　20Q〈100　300
Mean （180．0｝　　（183．3）　　（183。0）　　　（183．0｝　　（180．0）
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Pla5隙5e⊂retinユ鯉ve1（P8／m1）
500
　コユバ　じユヨむれユハ　エ　　り
羅
（n巧）
1QO　，
　　　　　　　before　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　30　剛工n．
R宮．10　Time　course　changes　of　plasma　secretin　levels　before　and
　　　　　after　intraduQdenal　HCI　infusion　in　chronic　pancreatitis・
　　　　　●　　●　indicates　the　mean　value
Table　4　」αα5ηzα5θ‘7一θ’∫πZ8刀8♂∫勿漉αう砿θ5フ？τθ翫臨5
Case Age　Sexplasma　secretin　p9／m【　qntraduodenal　HCI　infusion｝
Before　　5min　　　IOmin　　　20min　　　30minAddendum
1H．M． 40早 ＜100　　　　く［00　　　　く100　　　　　　400　　　　　〈100 Ora［drugadministration
2G．，S． 62♂ 〈100　　　　　　　‘一｝　　　　　　275　　　　　　400　　　　　　く100 lnsulinｧectbn
3R．K． 42♂ 〈100　　　　　｛一）　　　〈iOO　　　　く100　　　　〈100 ク
41い．N． 28♂ 〈100　　　　　　｛一）　　　　　350　　　　　　400　　　　　　〈100 ク
5K．F． 45♀ 〈100　　　　　　　｛一）　　　　〈ioO　　　　　　　　175　　　　　　　　　　175 ク
6T．T． 63苫 く100　　　　　　　225　　　　　425　　　　　　350　　　　　　　　325 ウ
Mean （100）　　　　　（162．5）　　（225．0｝　　｛304．2）　　　　｛150．0）
高値に達し，20分目では測定可能例は15例中11例で平
均217．3pg／mZ，30分目では15例中5例が測定可能で平
均126．7pg／m♂と次第に下降を示した．これらの血中Sec
の変動とその平均をFig．9に示した．
2．慢性膵炎の血漿Sec値
　Table　3およびFig．10のごとく，空腹時血漿Sec値は
5例中1例のみが測定下界以下でその平均は180pg／mZと
なり，明らかに対照群よりも高値を示した，しかし塩酸注
入後においては5分目平均183．3，10分目183．0，20分目
183．0，30分目180．O　pg／mZと，　Fig．10に示すごとく，塩
酸注入後の血漿Sec値の上昇は乏しく，かつ平坦な曲線
を示した．
3．糖尿病の血漿Sec値
　Table　4およびFig．11のごとく，糖尿病においては塩
酸注入前血漿Secは全例が測定下界以下であった．塩酸
注入後5分目では，血漿を採取し得た2例のうち1例は測
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plasma　se⊂reti：】　1eΨelくP9／mL）
500
　ロユ　　じ　き　のレう　ロ　ロ
％
（r】＝6｝
蝉。　「
　　　　　　　befo＝e　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　30　冊in．
Hg．11　Ti皿e　course　changes　of　plas皿a　secretin　levels　before　alld
　　　　　after　intraduodenal　HCI　infusiQn　in　diabetes　mellitus。
　　　　　●一●　　indicates　the　mean　value
Table　5　．翫57フτα∫8・78ψゴηαη49α5オ7ゼπ♂8ηθ♂5沈4π04θηαZ諭87・
PlasmasεcretinP9／m1（Intraduod．1旧 Plas田agastrlnP9〆m1（lntradu。d．HC月nfUS．）
Ca～eAgeSex 5tage BAOAOP 1ηfus．
lmEq／h）
Before5m輸 10min20mm mln Before5而n 10而n 20min30min
、N．τ 22
♀ red　SCdr1．98 lQ．24 450 475 550 500 475 69 go 7ア 92 79
2S．M25♂ ウ 3．25 28．2］ く100 100 25∩ 325 300 135 123 72・ 122 77
3R，T48♂ active 4．94 25．ア4 く100 150 300 350 375 165 ｝00 B4 83 127
4T，K53♂ シ 3．41 21．68 150 175 250 225 125 46 32 54 48 34
5M．T15♂ ク 1L2635．20 150 210 150 225 250 193 180 121 86 158
6S．D28♂ う 18．932ア．71 く100 100 250 290 2ア5 了07 122 122 ア5 ｝35
7K．T22♂ 多 1Q．7326．93 1ア5 325 240 290 200 118 106 100 66 1D3
Mean （175．0｝（219．3｝（284，3）（315．0）（285．ア） 119．0 107．6 97．1 81．7 101．9
定下界以下で他の1例は250pg／m♂であった．10分目に
は6例中4例が測定可能で平均225pg／㎜Z，20分目には1
例のみが測定下界以下で平均304．2pg／mZ，30分目には4
例が測定下界以下となり平均150pg／InZであった．6例の
平均値から糖尿病群の十二指腸内塩酸注入における変動を
みると，5分目，10分目，20分目と漸増し，20分目でpeak
を形成して30分目には再び下降する．対照群における血
中Sec値の変動に比較すると，塩酸注入後のSec分泌反
応は弱く，peakの出現が遅延する傾向を認めた．
4．十二指腸潰瘍
　十二指腸潰瘍7例の胃液酸度，血漿Secおよび血漿ガス
トリンの成績をTable　5に，　Secおよびガストリン値の変
動をFig．12およびFig．13に示した．
　十二指腸球部における潰瘍の性状は，症例1および2は
赤色癩痕を示しており数年を経過している．症例3～7の
5例はいずれも新鮮な活動期の潰瘍であり，臨床症状の発
現から1～6ヵ月で平均2．8ヵ月の経過であった．胃液酸
度についてみると，教室能勢27）の正常対照値はBAO　2．25
±1．87mEq，　AOP　15．4±3．73　mEq／hであるから，搬痕形
成期の1例以外はBAO，　AOP共に異常高値を示した．
　血漿Sec値は，前値が測定下界以下のものは7例中3例
で平均は175pg／m1となる．塩酸注入後にはすべてが上
昇するが5分目平均219・3pg／mZ，10分目284．3，20分目
315．0，30分目285．7pg／mZとなり，　Fig．12に示すごとく
塩酸注入前血漿Sec値は対照群よりも高値を示すが，注入
後には対照ほどその上昇は明らかでない．したがってその
変動は比較的平坦でかつpeakの出現は遷延化を示した．
　念のため空腹時血漿ガストリンをみると教室の正常上界
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（200pg／mZ）を越えるものはなく，平均119　pg／mZであっ
た．塩酸注入後5分目では5例が前値よりも低下し，平均
107．6pg／mZであり，10分目97．1　pg／m♂，20分目81．7　pg／
mZと漸減して20分目で最低値を示し，30分目には101．9
pg／謡とやや上昇を示した．
　血漿Sec値とガストリン値の変動を対比すると，個々の
plas皿a　5巳Gr母τえn　1∈ve1（P9／ml）
500
100　．
O．1N－HC1501nI／5皿in．
撒
〔11＝7）
　　befQre　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　30　mi11り
Fig．1Z　Time　course　chauges　of　plasma　secretin
　　　　　levels　before　and　after　intraduodenal　HCl
　　　　　infusion　in　duodenal　ulcer．
　　　　●一●　indicates　the　mean　value
症例については2，3の例外はみられるが，Fig．12および
Fig．13に示す様に両者の平均値の変動の間には鏡町関係
がみられた．すなわち十二指腸へ塩酸を注入することによ
り，血漿Sec値は5分目，10分目で上昇傾向にあるが，
逆に血漿ガストリン値は漸次低下の傾向を示し，30分目で
血漿Sec値がやや低下するのに対応して逆に血漿ガスト
リン値は上昇を示した．
総括ならびに考按
Pla5瓜a　gastrin　1εv巴1（P9／mL）
200
工OO
　コユ　　　じ　う　のソう　ま　　
％ （n三η
　人血漿SecのRIAが開発されて以来，人空腹時血漿
Sec値はBodenら2・2s），　Bloo皿ら4・26），　Buchananら3），
Strausら21），　Cheyら29）によって報告されているが，報告
者によってその成績は必ずしも一致していない．すなわ
ち，Bloomらの報告では正常人空腹時血漿レベルは100
pg／mJ4＞以下（後には19．1±1．O　pg／mZ）26），　Buchananら3）
は87±45pg／mZ，　Cheyら29）は15～150　pg／m♂，　Boden
らは467．5±150pg／m♂（後には50～150　pg／m♂），　Straus
ら21）は100pg／m♂以下と報告している．今回の成績では
本RIA系の測定下界が100　pg／1n♂であり，病的対照群で
は15例中13例が100pg／mZ以下で2例は165pg／m♂およ
び175P9／mZを示した．この成績はYalow一派のStraus
ら21）の報告に見る様に，その測定感度が100pg／m♂以上
の方法で正常人空腹時Sec値が100　pg／mZ以下と述べて
いるところにほぼ一致する．この様にヒト血漿Sec値が
報告者によって異なる理由の一つには，前編で論じた様に
標準曲線作製時に使用するSecの種類に問題があると云
えよう．今回の実験には，Sec標本の生物学活性の標準と
みなされているSquibb社の合成Secを用いたが，その
後の文献12）についても合成Secは保存によって失活し易
いことが知られ，その点今回は2μgずつを小分けにして
保存して用いる留意を払ったが，入手までの時間もこれに
影響することはもちろんである．したがって標準ホルモン
が不安定なものを使用する場合には，RIAにさいしての
感度が変り易いことはある程度免れ得ないことと云えよ
う．
　　beforε　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　30　mi騰・
Fig。13　Time　cQurse　changes　of　plasma　gastrin
　　　　Ievels　before　and　after　intraduodenal　HCl
　　　　　infusion　in　duodenal　ulcer．
　　　　●　　●　indiCateS　the　mean　Va1Ue
　ところで対照群のSec変動をみると，今回の対照群に
ついて空腹時血漿Sec値は15例中13例までが測定下界
100pg／mZ以下であったが，十二指腸内へ0．1　N塩酸を注
入することにより注入5分判こは大部分が測定可能域へと
上昇し，10分目には明らかな上昇peakを示した．さらに
20分目には個人差はあるにしても血漿Sec値は下降しは
じめ，30分目には大部分の例が旧値に復した．まず塩酸注
入後の早期に見られる血漿Secの上昇は，塩酸刺激に応
じて十二指腸からSecが血中へ放出された事実を示すも
47（1） 稲辺・大原　　SecretinのradiQimmunoassay 55
のである．次いで血漿Secが10分目をpeakとして漸次
低下し始める現象は，内因性Secが上昇することに伴っ
て膵外分泌の促進を生じ，重炭酸塩が十二指腸内へ排出さ
れて十二指腸内腔が中和ないしアルカリ化されることによ
り，Sec放出が抑制されて低下するものと解釈される．外
因性Secの半減期は約3分程度とされるから28），内因性
Secの半減期もそれに近いと考えると，　Secの放出が止め
ば血漿Secはかなり急速に低下するはずである．この十
二指腸内塩酸注入による内因性Secの変動は，　Bloomら22）
の報告ともほぼ一致するところである．
　一方これを膵機能障害群の代表例である慢性膵炎につい
てみると，そのSec変動は対照群とはかなり異なる．すな
わち，空腹時血漿Secは1例が測定下界以下を示すが，
その他は150～300pg／mZ（平均180　pg／mJ）で対照群より
も高値である．またその塩酸刺激後の推移をみると，個々
についてpeakの出現が異なり一定しないが，対照群にみ
られるほどの上昇を認め難い．
　空腹時血漿Sec値が対照に比較して高値を示す点を考
察すると，慢性膵炎では著明に重炭酸塩の排出障害があ
り，このために酸性胃内容をうけとめた十二指腸の中和能
は不一卜分と考えられる．これまでもSecの分泌は十二指
腸内pHが4．0以下で起こる29）と云われているから，十二
指腸アルカリ化の障害によって膵炎のさいにはSec分泌
刺激状態が続くものと考えられよう．一方十二指腸内塩酸
注入刺激時のSec変動についても，この点に関連してSec
分泌反応は当然低下していることが考えられる．また塩酸
注入後30分目においてもなおSec値が注入前言同様に高
値を保ったが，その理由は膵外分泌障害のために重炭酸塩
の分泌が悪く，重炭酸塩によるSec分泌抑制が起こらな
いためと解釈される．
　今回はさらに糖尿病における血漿Sec値の変動につい
ても検討したが，塩酸注入前においては対象とした全例が
100pg／mZ以下を示すと同時に，塩酸刺激後のSec上昇程
度は低く，反応も遅延を示した．しかし前述の膵炎群に比
較すると，その反応性は上昇度と共に膵炎群よりもよく保
たれ，今回の対照群と慢性膵炎との中間の反応を示した．
糖尿病ではdiabetic　gastropathy30）と称すべき胃粘膜変
化およびそれに関連しての胃酸分泌障害の頻度が高いか
ら，今回の例においてもそのような病態生理学的変化が関
与するものと云えよう．
　最後に十二指腸潰瘍群における空腹時血漿Secならび
に塩酸刺激時の血漿Secの変動をみると，空腹時血漿Sec
の平均は175pg／InJで対照群に比してやや高い．しかし
この群の胃酸分泌をBAOでみると高酸性であるから，そ
の点からすれば著しい高値とは云えない．また塩酸刺激後
は5分目に全例が測定可能域へと上昇し，10分目平均284．3
pg／m♂，20分目315　pg／mZと最高値を呈するが，その後は
30分目においても285．7pg／m♂と下降の程度は低く，対照
群に比較してその反応性に乏しいと同時に反応の遅延傾向
がみられる．すなわち，十二指腸潰瘍の場合には，空腹時
においても常時十二指腸粘膜は酸性状態の刺激をうけ易い
ためにSec分泌の上で絶えず刺激状態にあるといえる．
これによるSec分泌刺激への対応は対照群ほどには認め
られないが，これをもってBloom22，25）らのいうSec分泌
の障害と云いきれるか否かについては，アルカリ化を図っ
た状態での吟味を必要としよう．しかしこのSec分泌刺
激が過酸現象に関係することはほぼ推定に難くなく，今回
念のために同時に血中ガストリン値との関連性を見たが，
多少の例外は認められるにしても塩酸注入による血漿Sec
の上昇に伴うガストリン値の低下と，逆に血漿Sec値の低
下に伴うガストリン値の上昇傾向を認めることが出来，こ
れらの推測を裏づけ得た．むろんガストリンとSecの相
互関係と，塩酸と重炭酸塩との相互関係についてはさらに
今後の詳細な吟味によって解明されなければならない．た
だ今回の実験を通じて推測する限り，十二指腸潰瘍群はそ
の病態にかかわる背景因子として，ガストリンに対する胃
粘膜G細胞の反応性の充進ということも原因の一つであ
るかも知れないが，このほかにSec分泌の低下も過酸症
に関与する一つの因子として考えられるという結果を得
た．これらの知見はひとりBloom鋤の見解を皮持するば
かりでなく，ガストリンに関するHanskyら31）の考え方
とも一致するところである．
結 論
　Secretinのradioimmunoassayについて研究を進め，
前編においてその基礎的な検討結果を，後編においてはこ
れを臨床的に応用して得られた成果を報告した．
　1．抗ブタsecretin家兎血清をsecretin抗体とし，
1251七言哉6－tyrosyl　secretin　を　tracerセこ，　合成secretin
（Squibb　Co．）を標準secretinとしてそのradioimmuno－
assay法を確立した．すなわち2段温浴法を行い，　poly－
ethyleneglycolによる一抗体法を採用したが，このassay
系の測定限界は100pg／mZである．
　2．本法を応用して膵機能正常の病的対照群，慢性膵
炎，糖尿病および十二指腸潰瘍について十二指腸内塩酸注
入前後の血中secretinの動態を調べた．
　3．対照群の空腹時血漿secretin値は100　pg／mZ以下
のものが多いが，塩酸刺激後には10分目で最高値に達し，
以後低下して30分目にほぼ前値に復した．
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　　4．慢性膵炎群では空腹時secretin値は対照よりも高
いが，塩酸刺激．後のsecretin分泌反応は極めて弱い．糖
尿病群では空腹時secretin値が低く，secretin反．応も弱
くてpeakの出現も遅延し，対照群と慢性膵炎群との．中間
に位する．結果を示した，
　　一方十二指腸潰瘍群では，胃酸分泌は高いにもかかわら
ずsecretin分泌反応は対照的に比較して．低く，血中ガス
トリン値の動きと．鏡像を示す．これらの知見を通して，十
二指腸潰瘍が過酸症をもたらす一因には，ガストリン分泌
面の変化よりもsecretin分泌反応の低下が大きい影響を
もちはせぬかと推論を加えた．
　本研究は一部文部省科学研究助成金の補助．（和田）下に行
われたが，本邦におけるこの面の協力研究の企画にさいし
て，三好秋馬教擾（広島大学内科），矢内原昇教授（静岡薬
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